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1^ (57) Abstract: The invention relates to a method of preparing hydrophilic and heat-sensitive polymer particles carrying polar func- 
\^ tional groups by means of radical co -polymerisation. The inventive method is characterised in that it involves the homopolymerisation 
f*s| of a water-soluble monomer functionalised by said polar groups in order to obtain a hydrophobic homopolymer functionalised by 
ON said groups and the subsequent co-polymerisation with the non-functionalised hydrophilic and heat-sensitive polymer. The invention 
also relates to the particles thus obtained. 

(57) Abrege : Procede de preparation de particules de polymere thermo sensible et hydrophile portant des groupes fonctionnels 
polaires par copolymerisation radicalaire, caracterise en ce que Ton homopolymerise un monomere hydrosoluble fonctionnalise par 

£^ lesdits groupes polaires pour obtenir un homopolymere hydrophobe fonctionnalise par lesdits groupes puis on copolymerise avec le 

)^ polymere thermo sensible et hydrophile non fonctionnalise, et particules ainsi obtenues. 
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LATEX DE POLY(N-ISOPROPYLACRYLAMIDE) COMPORTANT 
EN SURFACE DES FONCTIONS NITRILE 

La presente invention a pour objet des latex hydrophiles, 
thermosensibles a base de poly(N-isopropylacrylamide), fonctionnalises 
permettant la realisation de supports particulates. 

Ces latex fonctionnalises ont de nombreuses applications en raison 
de la thermosensibilite du poly(N-isopropylacrylamide), notamment dans le 
domaine du diagnostic, pour la separation par immobilisation chimique ou 
adsorption de molecules biologiques puis dosage. 

Les molecules biologiques peuvent etre immobilisees par liaison 
covalente ou adsorption physique a la surface des particuies. Des particules de 
poly(N-isopropylacrylamide) comprenant un coeur, et une surface portant des 
groupes fonctionnels, comme les fonctions acide carboxylique ou amine ont 
ete developpees comme supports solides pour rimmobilisation de molecules 
biologiques. 

Des particules, comportant une charge magnetique, comprenant 
un noyau a base d'un polymere, une couche interne a base d'un second 
polymere thermosensible dans laquelle est distribue un materiau magnetique, 
et une couche externe, dite couche decapsulation eventuellement 
fonctidnnalisee a base d'un polymere susceptible d'interagir avec au moins 
une molecule biologique, sont decrits par exemple dans FR-A-2749082. Le 
polymere de la couche decapsulation susceptible d'interagir avec une 
molecule biologique etant de preference un polymere hydrophile 
eventuellement fonctionnalise par un ou plusieurs groupes choisis parmi les 
fonctions carboxylique, aldehydique, thiol et amine. 

Ces particules sont utilisees comme support solide pour 
I'immobilisatrpn de molecules biologiques comme les enzymes et les proteines, 
notamment sous forme de latex. 

Differents modes de polymerisation peuvent etre utilises pour 
preparer ces supports, par polymerisaton on entend aussi bien 
copolymerisation que homopolymerisation. 
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On connaTt par exemple la polymerisation en reacteur ferm6 dite 
polymerisation en « batch » dans laquelle les monomeres sont introduits dans 
le reacteur avant le debut de la reaction de polymerisation avec les autres 
ingredients et sans ajout ulterieur. Cette methode est efficace pour la 

5 copolymerisation d'un melange de monomeres hydrophobes et hydrophiles car 
le monomere hydrophobe forme principalement le coeur et le monomere 
hydrophile forme I'ecorce si la polymerisation a lieu dans la phase aqueuse. 

On connaTt la polymerisation en « shot », cette technique est 
utilisable lorsque Ton connaTt la cinetique de la polymerisation en reacteur 

10 ferme. Lorsque la polymerisation en reacteur ferme est en cours, une quantite 
supplemental de monomere fonctionnel seul ou en presence de melange de 
monomeres est introduite dans le reacteur de fagon controlee, permettant de 
favoriser I'incorporation du monomere fonctionnel a la surface des particules. 
La selection des conditions experimentales (degre de conversion au moment 

15 de I'addition, composition et concentration du melange des monomeres) 
permet d'optimiser les rendements de surface. 

On connaTt egalement la polymerisation sur semence « seed 
polymerization » qui consiste a introduire le monomere fonctionnel ou un 
melange de monomeres dans un reacteur contenant un latex deja constitue et 

20 caracterise, le monomere fonctionnel ou le melange de monomeres pouvant 
etre additionne sur la semence en une seule etape ou en semi-continu. 

Dependant pour que les dosages soient precis il est necessaire 
que les biomolecules immobilis6es puissent conserver leur activite biologique 
specifique, et cette activite biologique, dependante de facteurs steriques et 

25 d'orientation peut etre eventuellement diminuee, voire supprimee, par les 
techniques d 'immobilisation. 

Un essai d'amelioration de la technique d'immobilisation a ete 
effectue en creant une technique mettant en oeuvre des interactions 
r6gioselectives, comme par exemple les interactions dipolaires. 

30 Ces interactions dipolaires mettant en oeuvre des regions precises 

des biomolecules portant des groupes polaires, la predictibilite de la 
conservation de I'activite biologique peut etre bonne. 

Les polymeres portant des fonctions nitrile se sont reveles 
35 particulierement interessants dans cette nouvelle approche voir G. ZHOU et 
al., Colloid Polym. Sci., 276 : 1131-1139 (1998). 
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Les particules conservent des temperatures critiques inferieures de 
solubilite (LCST) du meme ordre de grandeur que celles des latex non 
fonctionnalises, et peuvent etre preparees par les precedes classiquement 
utilises en polymerisation radicalaire comme les precedes de preparation par 
5 precipitation, dispersion, en suspension et en emulsion. 

Cependant seul le precede de polymerisation par la technique de 
polymerisation en « shot » permet d'obtenir des latex de poly(N- 
isopropylacrylamide) fonctionnalises par des fonctions nitrile comportant des 
particules sur lesquelles les fonctions nitrile sont suffisamment nombreuses en 
10 surface. 

Comme precise precedemment cette technique de polymerisation 
en « shot » n'est utilisable que lorsque la cinetique de polymerisation est 
connue. 

Le precede de polymerisation en reacteur ferme dite 
15 polymerisation en « batch » appliquee a la preparation de latex de poly(N- 
isopropylacrylamide) fonctionnalises par des fonctions nitrile ne permet pas 
d'obtenir des particules sur lesquelles les fonctions nitrile sont suffisamment 
nombreuses en surface et ne permet pas d'obtenir des rendements suffisants. 
En effet une partie importante du monomere fonctionnel risque d'etre perdue 
20 soit a I'interieur soit sous forme de polymere hydrosoluble. On note egalement 
que du fait de I'importante solubilite dans I'eau des monomeres de nature 
polaire, comme les derives acrylonitriles et methacrylonitriles, la 
copolymerisation conduira a des particules plus petites, avec un taux de 
conversion limite. 

25 Pour que ces latex puissent etre utilises pour rimmobilisation par 

interaction dipolaire et pour que rimmobilisation soit effective, les groupes 
fonctionnels polaires respectifs des anticorps et des particules doivent pouvoir 
etre en contact les uns avec les autres facilement. 

Les groupes fonctionnels polaires des particules doivent done etre 

30 presents a la surface des particules, et en grand nombre, pour que 
statistiquement les interactions dipolaires puissent avoir lieu et que les 
immobilisations soient effectives. 

Pour atteindre cet objectif, avec des temps de reaction compatibles 
35 avec une production industrielle et des rendements suffisants, un precede de 
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polymerisation comprenant une etape de prepolymerisation du monomere 
fonctionnalise par des groupes polaires a ete mis au point. 

Cette etape de prepolymerisation permet de synthetiser des 
homopolymeres comportant des fonctions polaires mais 6tant insolubles dans 
5 I'eau. 

Elle permet ainsi de creer des chaTnes homopolymeres radicalaires 
fonctionnalisees c'est a dire comportant des fonctions polaires, mais qui 
peuvent ensuite etre polymerisees par des techniques comme la polym6risaton 
en « batch ». 

10 Cette etape de pr6polymerisation, est applicable a tous les 

monomeres fonctionnalises par des groupes fonctionnels polaires, solubles 
dans I'eau, dont les homopolymeres sont insolubles dans I'eau. 

On pourra par exemple prepolymeriser des monomeres 
fonctionnalises hydrosolubles, c'est a dire comportant une fonction polaire, 

15 comme les derives acrylonitrile et methacrylonitrile pour obtenir des 
homopolymeres insolubles dans I'eau mais comportant une fonction polaire et 
susceptible de reagir ensuite sur un polymere non fonctionnalise. 

Le procede selon I'invention permet d'obtenir des particules 
comportant des fonctions nitrile en nombre suffisant en surface et avec des 

20 rendements corrects. 

Un objet de I'invention est un proc6de de preparation de particules 
de polymere thermosensible et hydrophile portant des groupes fonctionnels 
polaires par copolymerisation radicalaire, caracterise en ce que Ton 
homopolymerise un monomere hydrosoluble fonctionnalise par lesdits groupes 

25 polaires pour obtenir un homopolymere hydrophobe fonctionnalise par lesdits 
groupes polaires puis on copolymerise avec le polymere thermosensible et 
hydrophile non fonctionnalise. 

Le proc6d6 de preparation de particules de polymere 
thermosensible et hydrophile portant des groupes fonctionnels polaires par 

30 polymerisation radicalaire selon I'invention peut etre defini comme un procede 
par lequel on copolymerise un polymere thermosensible et hydrophile non 
fonctionnalise avec un homopolymere hydrophobe fonctionnalise par lesdits 
groupes fonctionnels polaires. 

35 Le procede de I'invention comprend en outre les caracteristiques 

suivantes considerees seules ou en melange. 
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Selon I'invention les groupes fonctionnels polaires sont des 
fonctions nitrile et le monomere hydrosoluble fonctionnalise est choisi parmi les 
derives acrylonitriles et methacrylonitriles, par exemple I'acrylonitrile. 

Selon un mode de realisation, le monomere hydrosoluble 
5 fonctionnalise est present en des quantites comprises entre 15 et 30 % par 
rapport a la quantite totale des autres monomeres. 

Selon I'invention le polymere thermosensible et hydrophile non 
fonctionnalise est obtenu par reticulation d'un monomere choisi parmi les N- 
alkylacrylamides et les N,N-dialkylacrylamides, et de preference parmi le N- 
10 isopropylacrylamide, le N-ethylmethacrylamide, N-n-propylacrylamide, le N-n- 
propylmethacrylamide, le N-isopropylmethacrylamide, le N- 
cyclopropylacrylamide, le N,N-diethylacrylamide, le N-m6thyl-N- 
isopropylacrylamide, le N-methyl-N-n-propylacrylamide, et, est par exemple le 
poly(N-isopropylacrylamide). 
15 L'agent de reticulation est hydrosoluble et est choisi parmi le N, N- 

methylene bisacrylamide (MBA), Tethylene glycol dimethacrylate. 

Le polymere non fonctionnalise est obtenu par reaction du 
monomere non fonctionnalise avec I'agent de reticulation, par exemple le 
Poly(N-isopropylacrylamide) obtenu par action du MBA sur le NIPAM en 
20 presence d'un initiateur. 

Le monomere fonctionnalise est choisi parmi les derives 
acrylonitriles et methacrylonitriles, le monomere fonctionnalise etant de 
preference de I'acrylonitrile. 

Un autre objet de I'invention concerne les particules de polymere 
25 thermosensible et hydrophile portant des groupes fonctionnels polaires 
susceptibles d'etre obtenues par un proc6de de preparation par 
copolymerisation radicalaire caracterise en ce que Ton homopolymerise un 
monomere hydrosoluble fonctionnalise par lesdits groupes polaires pour 
obtenir un homopolymere hydrophobe fonctionnalise par lesdits groupes 
30 polaires puis on copolymerise avec le polymere thermosensible et hydrophile 
non fonctionnalise. 

L'invention concerne egalement un procede pour isoler dans un 
echantillon liquide au moins une molecule biologique, selon lequel : 

- on dispose de particules selon I'invention, 

35 - on met en contact ledit echantillon avec lesdites particules 

- par incubation, 
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- on separe les particules de I'echantillon, 

et un precede d'immobilisation selectif de molecules biologiques 
specifique a partir d'un echantillon selon lequel : 

- on dispose de particules selon I'invention, 

5 - on met en contact ledit echantillon avec lesdites particules et 

- on controle la selectivity et la specificite par controle de la 
temperature, la temperature etant un parametre critique de I'interaction 
molecule biologique particule. 

La desorption est favorisee en abaissant la temperature a une 
10 temperature inferieure a la LCST. 

Elle concerne egalement un reactif pour I'isolement de molecules 
biologiques comprenant une dispersion en milieu aqueux de particules selon 
I'invention. 

L'expression « isoler une molecule biologique » selon I'invention, 

15 comprend la separation, la detection, la purification d'une molecule biologique, 
renrichissement d'une fraction en une molecule biologique, selon une methode 
d'isolement specifique ou non specifique, de maniere qualitative et/ou 
quantitative, de maniere directe ou indirecte par exemple par I'intermediaire 
d'un ligand fixe sur les particules. 

20 Par molecule biologique on entend un compose notamment choisi 

parmi les proteines, les anticorps, les fragments d'anticorps, les antigenes, les 
polypeptides, les enzymes, les haptenes, les acides nucleiques et leurs 
fragments, et qui possede au moins un site de reconnaissance lui permettant 
de reagir avec une molecule cible d'interet biologique. 

25 Le terme « acide nucleique » signifie un enchamement d'au moins 

2 desoxyribonucleotides ou ribonucleotides comprenant eventuellement au 
moins un nucleotide modifie, par exemple au moins un nucleotide comportant 
une base modifiee tel que I'inosine, la methyl-5-desoxycytidine, la 
dimethylamino-5-desoxyuridine, la desoxyuridine, la diamino-2,6-purine, la 

30 bromo-5-desoxyuridine ou toute autre base modifiee permettant Thybridation. 
Ce polynucleotide peut aussi etre modifie au niveau de la liaison 
internucleotidique. L'acide nucleique peut etre naturel ou synthetique ; un 
oligonucleotide, un polynucleotide un fragment d'acide nucleique, un ARN 
ribosomique, un ARN messager, un ARN de transfert, un acide nucleique 

35 obtenu par une technique d'amplification enzymatique telle que la PCR 
(Polymerase Chain Reaction), la LCR (Ligase Chain Reaction), la RCR (Repair 
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Chain Reaction), la 3SR (Self Sustained Sequence Replication), la NASBA 
(Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) et la TMA (Transcription 
Mediated Amplification). Les acides nucleiques generes par une technique 
d'amplification enzymatique sont designes sous le terme d'amplicons. 
5 Par « polypeptide » on entend un enchamement d'au moins deux 

acides amines. Par acides amines, on entend les acides amines primaires qui 
codent pour les proteines, les acides amines derives apres action enzymatique 
comme la trans-4-hydroxyproline et les acides amines naturels mais non 
presents dans les proteines comme la norvaline, la N-methyl-L leucine, la 
10 staline (voir Hunt S. dans Chemistry and Biochemistry of the amino acids, 
Barett G.C., ed., Chapman and Hall, London, 1985), les acides amines 
proteges par des fonctions chimiques utilisables en synthese sur support solide 
ou en phase liquide et les acides amines non naturels. 

Le terme "haptene" designe des composes non immunogenes, 
c'est-a-dire incapables par eux memes de promouvoir une reaction immunitaire 
par production d'anticorps, mais capables d'etre reconnues par des anticorps 
obtenus par immunisation d'animaux dans des conditions connues, en 
particulier par immunisation avec un conjugue haptene-proteine. Ces 
composes ont generalement une masse moleculaire infeirieure a 3000 Da, et le 
plus souvent inferieure a 2000 Da et peuvent etre par exemple des peptides 
glycosyl6s, des metabolites, des vitamines, des hormones, des 
prostaglandines, des toxines ou divers medicaments, les nucleosides et 
nucleotides. 

Le terme "anticorps" inclut les anticorps polyclonaux ou 
monoclonaux, les anticorps obtenus par recombinaison genetique, et des 
fragments d'anticorps tels que des fragments Fab ou F(ab')2- 

Le terme " antigene " designe un compose susceptible de gen6rer 
des anticorps. 

Le terme "proteine" inclut les holoproteines et les heteroproteines 
comme les nucleoproteines, les lipoproteines, les phosphoproteines, les 
metalloproteines et les glycoproteines aussi bien fibreuses que globulaires 
sous leur forme conformationnelle caracteristique. 
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Exemple 1 : Preparation de latex de Polv(N-isopropylacrvlamide) 
ensemence 

Un melange de N-isopropylacrylamide (NIPAM) et de N'N- 
5 methylene bisacrylamide (MBA) est dissous dans de I'eau desionisee, exempte 
d'oxygene dans un reacteur de 500 ml equipe d'une agitation mecanique, d'un 
refrigerant, d'un thermocouple et sous atmosphere d'azote. 

Pour eliminer completement I'oxygene de la phase monomere, la 
solution est mise sous agitation a 220 tours/min sous courant d'azote. 
10 La polymerisation est initiee par addition de 20 ml d'une solution 

aqueuse de persulfate de potassium (KPS) a 70°C, sous une vitesse 
d'agitation de 303 tours/min, la polymerisation est conduite pendant deux 
heures. 

Le latex de Poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM) est ensuite 
15 purifie par des centrifugations et redispersions successives. 

Un exemple des quantites de reactifs mis en presence est donne 
dans le tableau 1. 

Tableau 1 

20 



REACTIFS 


QUANTITES EN GRAMMES 


NIPAM - MBA - KPS - EAU 


10.80-0.80-0.40-550 



Exemple 2 : Preparation de latex de Polv(N-isopropylacrvlamide) 
comportant des qroupes fonctionnels nitrile a la surface 

25 

Le latex de Poly(N-isopropylacrylamide) ensemence est 
desoxygene par purge par I'azote pendant 30 minutes a 40°C. 

De I'eau desionisee et exempte d'oxygene est placee dans un 
reacteur de 100 ml equipe comme dans Texemple 1, egalement desoxygene 
30 par purge a I'azote pendant 20 minutes, puis, une solution aqueuse 
d'acrylonitrile est ajoutee dans le reacteur dans lequel I'addition d'azote est 
arretee. 

Lorsque la temperature atteint 60°C une solution aqueuse de 
persulfate de potassium (KPS), I'amorceur, est ajoutee. 
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La prepolymerisation de I'acrylonitrile (AN) est poursuivie pendant 
5 minutes sous agitation a 220 tours/min, puis la dispersion de Poly(N- 
isopropylacrylamide) (PNIPAM) preparee a I'exemple 1, et exempte d'oxygene, 
est additionnee dans le reacteur ferme. 
5 La reaction de polymerisation est ensuite poursuivie pendant deux 

heures. 

Le latex fonctionnalise obtenu, est ensuite purifie selon la methode 
decrite dans le mode operatoire precedent. 

Les quantites de r6actifs mises en jeu dans cette preparation sont 
10 donnees dans le tableau 2 ci-dessous. Deux lots differents ont ete prepares, lis 
sont codes ZG-1 et ZG-2. 



Tableau 2 



CODES DU 


AN 


KPS 


PNIPAM* 


EAU 


CONVERSION 


LATEX 


(9) 


(9) 


(9) 


(g) 


% 


ZG-1 


0.20 


0.020 


20.0 


35.0 


85.2 


ZG-2 


0.40 


0.020 


20.0 


35.0 


93.8 



15 *Teneur en solide du latex de PNIPAM : 6.37 % 

Exemple 3 : Influence de la quantite d'acrylonitrile utilisee sur la taille des 
particules 

20 La taille des particules est mesuree en utilisant la mesure du 

diametre par diffusion dynamique de la lumiere. 

Les r6sultats obtenus sont rassembles dans le tableau 3 ci- 
dessous. 

On observe que les tallies des particules du latex portant le code 
25 ZG-1 a la fois a 20°C et a 45°C sont plus importantes que les tailles des 
particules du latex portant le code ZG-0. 

Ces donnees permettent de conclure que les fonctions nitrile ont 
ete introduites de fagon preponderate a la surface des particules de 
polymeres. 

30 
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Tableau 3 



DIAMETRE DES PARTICULES DE PNIPAM PORTANT DES FONCTIONS NITRILE 

EN SURFACE 

5 



CODE DU LATEX 


QUANTITE INITIALE 
DE AN (g) 


DIAMETRE DES PARTICULES (nm) 






A20°C 


A45°C 


ZG-0* 


0 


1030 


206 


ZG-1 


0.20 


1390 


252 


ZG-2 


0.40 


/ 


259 



*Latex ensemence de Poly(N-isopropylacrylamide) 



Exemple 4 : Immobilisation d'un anticorps sur la surface de particules 
fonctionnalisees de Polyf N-isopropylacrylamide) par des fonctions nitrile 

Tous les essais d'adsorption ont ete effectues dans des tubes 
Eppendorf de 2 ml. 

Pour determiner la quantite d'anticorps immobilises (Ac) sur les 
particules de latex, la methode classique de depletion est utilisee. 

Un volume donne de particules de latex est additionne dans le 
tube avec un volume donne de solution d'anticorps puis complete avec une 
solution tampon (PBS) a 500 ml de volume final. 

Le melange est ensuite agite a une temperature de 32°C pendant 
trois heures, puis centrifug6 a 14 000 rpm a 20°C pendant 20 minutes pour 
separer les particules de latex. 

Afin de determiner la concentration residuelle d'anticorps dans le 
surnageant, celui-ci est extrait et analyse en utilisant un spectrophotometre 
UVIKON. 

La quantite d'anticorps immobilises (Ac) est calculee par difference 
entre la concentration initiale et residuelle d'anticorps dans le surnageant selon 
I'equation suivante Ns = V[(Ci-Cf)/(M-S)] dans laquelle V est le volume de la 
solution en ml, Ci (mg-ml* 1 ) et Cf (mg-ml 1 ) les concentrations, initiale et finale, 
d'anticorps dans la solution, M (g) le poids S (m 2 g- 1 ) les surfaces specifiques 
des particules de latex. 
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Les resultats obtenus permettant de quantifier I'impact de la 
quantite de fonctions nitrile contenues dans les particules de latex PNIPAM 
fonctionnalise sur (Immobilisation d'anticorps sont regroupes dans le tableau 4 
ci-dessous. 

5 

Tableau 4 

EFFET DE LA QUANTITE DE FONCTIONS NITRILE CONTENUES DANS LES 
PARTICULES DE LATEX FONCTIONNALISEES SUR L'ADSORPTION 
10 D'ANTICORPS AC* 



CODES 

DU 
LATEX 


MASSE DE 
LATEX 

UTILISEE 
(-10 3 g) 


CONCENTRATION 
RESTANTE D'ANTICORPS 
DANS LE SURNAGEANT 
(-10 3 mg/ml) 


QUANTITE D'ANTICORPS 
IMMOBILISES SUR LES 
PARTICULES DE LATEX 

(mg/m 2 ) a) 


ZG-0 


4.00 


19.20 


0 


ZG-1 


3.96 


14.65 


0.0371 


ZG-2 


3.60 


10.44 


0.1196 



Concentration initiale en anticorps dans la solution : 19.20 x 10- 3 mg/ml, volume total 
500 ul, temps d'interaction : 3 heures, temperature : 32°C. 



15 a) Calcule selon I'equation 1 en utilisant la surface specifique des deux latex 
fonctionnalises (15.49 m 2 g~ 1 et 10.18 m 2 g 1 pour ZG2). 
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REVENDICATIONS 

1 . Procede de preparation de particules de polymere thermosensible et 
hydrophile portant des groupes fonctionnels polaires par copolymerisation 
radicalaire, caracterise en ce que Ton homopolymerise un monomere 
hydrosoluble fonctionnalise par lesdits groupes polaires pour obtenir un 
homopolymere hydrophobe fonctionnalise par lesdits groupes puis on 
copolymerise avec le polymere thermosensible et hydrophile non 
fonctionnalise. 

2. Procede de preparation de particules de polymere thermosensible et 
hydrophile portant des groupes fonctionnels polaires par polymerisation 
radicalaire caracterise en ce que Ton copolymerise un polymere 
thermosensible et hydrophile non fonctionnalise avec un homopolymere 
hydrophobe fonctionnalise par lesdits groupes fonctionnels polaires. 

3. Procede de preparation selon Tune quelconque des revendications 1 
a 2, caracterise en ce que les groupes fonctionnels polaires sont des fonctions 
nitrile. 

4. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 & 3 caracterise 
en ce que le monomere hydrosoluble fonctionnalise est choisi parmi les 
derives acrylonitriles et methacrylonitriles. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 caracterise 
en ce que le monomere hydrosoluble fonctionnalise est I'acrylonitrile. 

6. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 5 caracterise 
en ce que le monomere hydrosoluble fonctionnalise est present en des 
quantites comprises entre 15 et 30% par rapport a la quantite totale des 
monomeres. 

7. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 2 caracterise 
en ce que le polymere thermosensible et hydrophile non fonctionnalise est 
obtenu par reticulation d'un monomere choisi parmi les N-alkylacrylamides et 
les N,N-dialkyIacrylamides, et de preference parmi le N-isopropylacrylamide, le 
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N-ethylmethacrylamide, N-n-propylacrylamide, le N-n-propylm§thacrylamide, le 
N-isopropylmethacrylamide, le N-cyclopropylacrylamide, le N,N- 
diethylacrylamide, le N-methyl-N-isopropylacrylamide, le N-methyl-N-n- 
propylacrylamide 

5 

8. Precede selon la revendication 7 caracterise en ce que le polymere 
thermosensible et hydrophile non fonctionnalise est le Poly(N- 
isopropylacrylamide). 

10 9. Particules thermosensibles et hydrophiles portant des groupes 

fonctionnels polaires caracterisees en ce qu'elles sont susceptibles d'etre 
obtenues par un procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 8. 

10. Procede pour isoler dans un echantillon liquide au moins une 
15 molecule biologique, selon lequel : 

- on dispose de particules selon la revendication 9, 

- on met en contact ledit echantillon avec lesdites particules par 
incubation, 

- on separe les particules de I'echantillon. 

20 

11. Reactif pour I'isolement de molecules biologiques comprenant une 
dispersion en milieu aqueux de particules caracterise en ce qu'il est constitue 
par des particules selon la revendication 9. 

25 12. Procede d'immobilisation selectif de molecules biologiques 

specifique a partir d'un echantillon selon lequel : 

- on dispose de particules selon la revendication 9, 

- on met en contact ledit echantillon avec lesdites particules et 

- on controle la selectivity et la sp6cificite par controle de la temperature, 
30 la temperature etant un parametre critique de Interaction molecule biologique 

particule. 
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